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Apstrakt
Uvod/Cilj. Cijanotoksini, odnosno toksini cijanobakterija,
spadaju u grupu raznovrsnih jedinjenja kako po hemijskoj
strukturi, tako i po dejstvu na ljude i životinje. Najveýi zna-
ÿaj u ovoj velikoj grupi jedinjenja imaju mikrocistini. Njiho-
vo prisustvo u vodi može da izazove toksiÿne efekte, pose-
bno na jetru. Mikrocistini su rasprostranjeni širom sveta.
Cvetanje toksiÿnih cijanobakterija i njihovi cijanotoksini ka-
rakteristiÿni su i za neke površinske vode u Srbiji. Cilj ovog
rada bio je da se uvede HPLC metoda za odreĀivanje mi-
krocistina-LR, da se izvrši validacija metode i odredi sadržaj
mikrocistina-LR u površinskoj vodi reke Ponjavice, veoma
eutrofne reke, koja poseduje idealne uslove za razvoj cija-
nobakterija. Metode. Za pripremu uzoraka korišýeni su
HLB i C8 ulošci, a za dodatno preÿišýavanje upotrebljeni su
Sep-Pak silika ulošci. Kvantifikacija mikrocistina-LR vršena
je metodom HPLC pomoýu detektora na principu fotodio-
de (HPLC/PDA) korišýenjem kolone RP C18 Zorbax Ec-
lips (4,6 u 150, 5 Ƭm), upotrebom mobilne faze sastava
0,1% rastvor trifluorosirýetne kiseline (TFA) u metanolu:
0,1% vodeni rastvor TFA u odnosu 60 : 40 (v/v), na 238
nm. Retenciono vreme mikrocistina-LR iznosilo je 10 min.
Uzorci vode reke Ponjavice za analizu mikrocistina-LR sa-
kupljeni su tokom perioda jun-novembar 2008. godine. Re-
zultati. Validacijom metode utvrĀena je osetljivost 0,1
Ƭg/L, prinos 89–92% i merna nesigurnost od ± 5%. Rezul-
tati uzoraka vode reke Ponjavice pokazali su da je vrednost
mikrocistina-LR dostigla maksimum tokom avgusta i sep-
tembra (1,5 Ƭg/L), i da je iznad maksimalno dozvoljene
koncentracije za pijaýu vodu (1 Ƭg/L) prema preporuci
Svetske zdravstvene organizacije. Zakljuÿak. Parametri va-
lidacije pokazuju da je predložena metoda osetljiva i selekti-
vna, što je, uz ÿinjenicu da je jednostavna i brza, ÿini pogo-
dnom za rutinsko odreĀivanje mikrocistina-LR. Predlože-
nom metodom odreĀene su povišene koncentracije ovog
toksina cijanobakterija u uzorcima vode reke Ponjavice, koje
ukazuju na zagaĀenost Parka prirode „Ponjavica“.
Kljuÿne reÿi:
voda, zagaĀivaÿi; toksini, bakterijski; mikrocistini;
metodi; hromatografija, teÿna, pod vp.
Abstract
Background/Aim. Cyanobacterial toxins befall a group
of various compounds according to chemical structure and
health effects on people and animals. The most significant
in this large group of compounds are microcystins. Their
presence in water used for human consumption causes se-
rious health problems, liver beeing the target organ. Mi-
crocystins are spread all over the world. Waterblooms of
cyanobacterias and their cyanotoxins are also common in
the majority of surface waters in Serbia. The aim of this
study was to propose HPLC method for determination of
mikrocystin-LR, to validate the method and to use it for
determination of microcystin-LR in the surface water of
the river Ponjavica. The Ponjavica is very eutrophic water
and has ideal conditions for the cyanobacterial growth.
Methods. Sample of water form the Ponjavica river were
collected during the summer 2008. Coupled columns
(HLB, Sep-Pak), were used for sample preparation and
HPLC/PDA method was used for quantification of mi-
crocystin-LR. Results. Parameters of validation show that
the proposed method is simple, fast, sensitive (0.1 mg/L)
and selective with the yield of 89%–92%. The measuring
uncertainty of r 5% was obtained. The obtained results
for surface water show that microcystin concentration
reached the maximum level during August and September
(1.5 Ƭg/L).  The value is higher than maximum allowable
concentration of microcystin in drinking water (1 Ƭg/L)
proposed by WHO. Conclusion. This study contributes
to the issue of pollution of the National Park Ponjavica.
Besides, literature data and WHO clearly point out harm-
fulness of cyanobasterias and their toxins and implicate
the necessity of legislation concerning determination and
monitoring of these toxins in our country. Method used
for quentification of mycrocystin-LR was shown to be
sensitive, selective, rapid and simple and could be recom-
mended for routine determination of this toxin.
Key words:
water pollutants; bacterial toxins; microcystins;
methods; chromatography, high pressure liquid.
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Uvod
Briga o javnom zdravlju u pogledu cijanobakterija us-
merena je na sposobnost mnogih vrsta ovih organizama da
proizvode toksine. Ozbiljna ošteüenja kao što su hepatoente-
ritis, simptomatska pneumonija i dermatitis nastaju nakon
upotrebe ili kontakta sa vodom koja je zagaÿena toksinima
koje proizvode cijanobakterije 1. Najveüi znaþaj u ovoj veli-
koj grupi jedinjenja imaju mikrocistini. Mikrocistini su raz-
novrsna grupa jedinjenja, a njihovo prisustvo dokazano je ši-
rom sveta, u vodi, ali i u algama, školjkama, ribama itd 1.
Kao i mnogi drugi cijanotoksini i mikrocistini su dobili ime
prema vrsti u kojoj su prvo identifikovani (Microcystis aeru-
ginosa) 2. Kasnije studije su pokazale da ih proizvode i druge
cijanobakterije.
Mikrocistini pripadaju grupi jedinjenja cikliþne peptid-
ne strukture molekulske mase koja varira od 800 do 1 100.
Do danas je okarakterisano preko 60 razliþitih strukturnih va-
rijanti ovih jedinjenja. U svojoj strukturi sadrže 7 aminoki-
selina, sa 2 terminalne aminokiseline X i Z, povezane u ci-
kliþnu formu. U sluþaju mikrocistina LR, X = L-leucin (L) a
Z = L-Arginin (R).
Poznato je da mikrocistini ispoljavaju efekte na mnoge
organizme, od mikroalgi do sisara. Mikrocistin-LR je sposo-
ban da parališe pokretljivost zelenih algi, što može da izazo-
ve poveüano naseljavanje i stvaranje slobodnih zona pogod-
nih za cijanobakterije 3, a ispoljava i štetne efekte na mnogo-
brojne organizme u vodi. Ribe, školjke, rakovi i drugi vodeni
organizmi koji se koriste u ishrani ljudi mogu biti zagaÿeni i
tako predstavljati potencijalnu opasnost za þoveka. Ljudi
mogu biti izloženi mikrocistinima direktno preko pijaüe vo-
de 1, vode za rekreaciju 4, vode za hemodijalizu 5 ili preko
hrane 6. Kod sisara, pa i þoveka, mikrocistini su selektivni za
üelije jetre, irervizibilno inhibiraju serin-treonin protein fos-
fatazu PP1 i PP2 i izazivaju dezintregaciju strukture hepato-
cita, apoptozu i nekrozu jetre, kao i hemoragiju koja može
izazvati hemoragijski šok 7.
Mikrocistini su veoma toksiþni i za mikrocistin-LR,
najþešüu izoformu, LD-50 iznosi 50 μg/kg t.m. pri intraperi-
toneumskom unosu, a pri oralnom 5 000 ȝg/kg t.m. za mi-
ša 1. Brojni su sluþajevi gastrointestinalnih bolesti, kao i oš-
teüenja jetre kod ljudi, koji se mogu povezati sa prisustvom
mikrocistina u vodi. Opasnost koju nosi prisustvo ovih sup-
stanci u vodama bila je primeüena i zabeležena u spisima
koji datiraju od pre 1 000 godina. Tada je u Južnoj Kini za-
beležena smrt vojnika koji su pili reþnu vodu, koja je pri tom
bila zelene boje. U to vreme taþan uzrok smrtnog ishoda nije
bio poznat. Zabeležen je i sluþaj koji se desio duž reke Ohio
1931. godine. Nakon kiša, voda koja je sadržala mikrocistine
prelila se u glavni tok reke izazivajuüi seriju bolesti koje nisu
mogle da se dovedu u vezu sa nekim infektivnim agensima 8.
Sliþni problemi se dešavaju i u Harareru (Zimbabve), gde
deca koja žive u oblasti grada, a koja koriste posebne rezer-
voare za vodu, svake godine imaju zdravstvene probleme u
vreme raspadanja cveta Microcystisa u rezervoarima za vo-
du. Deca koja su koristila druge izvore vode nisu imala
zdravstvenih problema 9. Još jedan dogaÿaj sa velikim bro-
jem smrtnih ishoda izazvan cijanobakterijskim toksinima u
pijaüim vodama, zabeležen je u Brazilu kada su poplave do-
nele ogroman cijanobakterijski cvet. Prijavljeno je 88 smrt-
nih ishoda za 42 dana 10. Nakon analize, rezultati su pokazali
da su toksini cijanobakterija bili odgovorni za trovanja.
Poveüane koncentracije mikrocistina opravdano je oþe-
kivati u vodenim ekosistemima sa fiziþkohemijskim karakte-
ristikama koje ukazuju na ubrzanu eutrofikaciju i u kojima se
i vizuelno mogu otkriti kolonije cijanobakterija. Ranija fiziþ-
kohemijska i algološka istraživanja reke Ponjavice bila su
veoma oskudna. Prvi podaci odnose se na fiziþko-hemijske
karakteristike vode, sastav algalne flore i saprobnost i uka-
zuju na proces ubrzane eutrofikacije u periodu od 1984. do
1989. godine, što za posledicu može imati zasipanje ovog
vodenog ekosistema i njegovo potpuno nestajanje 11. Osim
toga, uoþena je i periodiþna pojava cvetanja cijanobakterija.
Upravo ova saznanja uticala su na izbor ove površinske vode
za istraživanje mikrocistina-LR.
Imajuüi u vidu toksikološki znaþaj mikrocistina, kao i
þinjenicu da u našoj zemlji nije uvedena metoda za odreÿi-
vanje mikrocistina, cilj ovoga rada bio je da se predloži me-
tode teþne hromatografije visokih performansi (high perfor-
mance liquid chromatography – HPLC) za odreÿivanje mi-
krocistina-LR u vodi. Za uvoÿenje metode u rutinski rad tre-
balo je: postiüi efikasnu pripremu uzoraka za analizu, opti-
mizovati uslove odreÿivanja, validovati metodu i odrediti
mernu nesigurnost metode. Predložena metoda korišüena je
za odreÿivanje sadržaja mikrocistina-LR u uzorcima površin-
ske vode reke Ponjavice. Rezultati ovih ispitivanja trebalo bi




U radu su korišüene hemikalije odgovarajuüeg stepena
þistoüe (HPLC grade): metanol (JT Baker, Holandija), kon-
centrovana trifluorsirüetna kiselina (TFA) (99%, Merck,
Nemaþka) i standard mikrocistin-LR (ALEXIS Biochemi-
cals, SAD). Svi reagensi su pripremani sa dejonizovanom
vodom (HPLC þistoüe).
Validacija metode
Prilikom uvoÿenja nove metode u laboratorijsku praksu
potrebno je ispitati njenu pouzdanost. To je naroþito važno s
obzirom na nekoliko kljuþnih koraka u kojima može doüi do
grešaka prilikom analize mikrocistina u uzorcima vode. U tu
svrhu su odreÿivani uobiþajeni parametri validacije: linear-
nost, detekcioni i kvantifikacioni limit, taþnost i preciznost
metode, kao i ispitivanje pogodnosti sistema 12. Sve analize
su raÿene sa sertifikovanim standardom od 500 ȝg mikrocis-
tina-LR, koji je bio rastvoren u 1 mL metanola.
Linearnost je raÿena za opseg od 10 do 200 ȝg/L. Izra-
þunat je faktor odgovora detektora i apsolutna vrednost izra-
za yizraþ – yizm / yizraþ (tabela 1). Taþnost metode je proverava-
na putem recovery testa, a preciznost metode parametrom %
RSD.
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Nakon kvantifikacije svih izvora nesigurnosti i njiho-
vog izražavanja kao standardne nesigurnosti, izraþunata je
kombinovana merna nesigurnost odreÿivanja mikrocistina-
LR u vodi kao kvadratni koren zbira varijansi svih identifi-
kovanih izvora nesigurnosti.
Dobijeni rezultati su obraÿeni u softverskom programu
Chemstation.
Uzorci i uzorkovanje
Uzorkovanje je obavljeno pomoüu specijalnog teleskopa
za prikupljanje uzoraka površinskih voda, na þetiri unapred de-
finisane lokacije srednjeg toka reke Ponjavice, od Omoljice do
Banatskog Brestovca, tokom proleüa, leta i jeseni 2008. godine
(period od juna do novembra), kada je uoþeno cvetanje cijano-
bakterija. Uzorci su prikupljeni u staklenim bocama od 1 litar
zahvatanjem sa površine vode. Boce su punjene do vrha i zat-
varane teflonskim zatvaraþima. Uzorci su transportovani do
laboratorije u frižiderima na +4ºC.
>Reka Ponjavica se nalazi u južnom delu Vojvodine (Srbija), na
obodu panþevaþke depresije. Izvire iz Kapetanove bare kod naselja Sta-
rþevo, a uliva se u Dunav kod sela Dubovca. Ukupna dužina reke je 20
km, proseþna dubina od 0,2 m, a maksimalna dubina 2,5 m. Ceo tok se
može podeliti na tri dela: prvi, izvorišni deo od Starþeva do Omoljice i
treüi od Banatskog Brestovca do ušüa u Dunav, potpuno su izmenjeni i
pretvoreni u kanale za odvodnjavanje viška podzemnih voda sa okolnog
terena; srednji tok, od Omoljice do Banatskog Brestovca je prirodni, ne-
znatno izmenjeni deo na 78 do 71 metara nadmorske visine, sa oþuva-
nim izvornim ekosistemom karakteristiþnim za sporotekuüe ravniþarske
reke, ukupne dužine 10 km, a zaštiüen je kao Park prirode “Ponjavica”.
U skladu sa zakonom, tok reke Ponjavice razvrstan je u III kategoriju
zaštiüenih prirodnih dobara kao znaþajno prirodno dobro. Površina Par-
ka prirode iznosi 183,46 ha, dok površina zaštitne zone iznosi 60,83 ha.
Snabdevanje vode vodotoka odvija se putem podzemnih izdani
koje su registrovane na više mesta duž leve obale. Nivo vode u vodotoku
je konstantan, a u sušnom periodu godine priticaj vode iz kanalske mre-
že praktiþno ne postoji.
U klimatskom pogledu, podruþje vodotoka Ponjavice pripada
umereno kontinentalnom klimatu, podunavskog tipa, sa toplim letima i
hladnim zimama, sa srednjom godišnjom temperaturom 11,3ºC i sred-
njom godišnjom koliþinom padavina od 616,4 mm.
Pedološki pokrivaþ u priobalju Ponjavice je þernozem, ritska crni-
ca, livadska crnica, a u krajnjem istoþnom delu zaštiüenog podruþja je
ilovastoglinoviti aluvijum 11.@
Priprema uzoraka
U prethodnim istraživanjima 13 priprema uzoraka vode
za analizu mikrocistina vršena je korišüenjem veüeg broja
uložaka razliþite polarnosti (C18, diol, NH2, CN, silika-gel),
kao i razliþitih sistema rastvaraþa. U ovom radu korišüeni su
HLB ulošci (specijalna vrsta C18 uložaka) i C8 ulošci, za
dodatno preþišüavanje upotrebljavani su Sep-Pak silika uloš-
ci (Oassis, Waters, SAD).
Priprema uzoraka za analizu obuhvata filtriranje, preþi-
šüavanje i koncentrovanje. Uzorak se homogenizuje okreta-
njem boce gore-dole nekoliko puta. Zatim se na 1 000 mL
uzorka vode pre filtriranja doda 10 mL 10% TFA. Sve zaje-
dno se promeša i filtrira kroz stakleni membranski filter
(GF/C, Whatman). Profiltriran uzorak se sipa u staklenu bo-
cu i doda 10 mL metanola. Ovako pripremljen uzorak se na-
nosi na HLB-SPE uložak, prethodno kondicioniran propuš-
tanjem metanola (20 mL) i dejonizovane vode (20 mL). Po-
desi se odgovarajuüi vakum, tako da protok rastvaraþa bude
1–2 kapi u sekundi. Voda i metanol se odbace. Nakon toga
ulošci se ispiraju sa 10 mL 10% metanola, zatim sa 10 mL
20% metanola i na kraju sa 10 mL 30% metanola. Posle ispi-
ranja, ulošci se eluiraju sa 5 mL 0,1% TFA u metanolu. Do-
bijeni eluat se uparava u struji azota do suvog, a zatim ras-
tvori u 20 mL metanola. Metanolni rastvor se propusti kroz
silkagel uložak (Sep-Pak), koji je prethodno pripremljen sa
20 mL metanola. Nakon nanošenja uzorka uložak se ispira sa
20 mL metanola, a zatim eluira sa 20 mL 10% voda-0,1%
TFA u metanolu. Uzorak se upari do suvog a zatim rastvori u
1 mL mobilne faze (0,1% TFA u metanolu : 0,1% TFA u vo-
di/60 : 40). Ovakav uzorak je spreman za HPLC analizu, a
može da se þuva u zamrzivaþu na -20º C do trenutka analize.
HPLC/PDA metoda odreÿivanja
Sadržaj mikrocistina-LR (slika 1) odreÿen je metodom
HPLC sa detektorom na principu fotodiode (photodiode
array – PDA) (Agilent 1200, SAD). Za analizu korišüena je
kolona RP C18 Zorbax Eclips (4,6 u 150, 5ȝm). Pre poþetka
analize kolona je kondicionirana mobilnom fazom oko 60
minuta pri protoku od 1 mL/min. Zapremina injektovanog
uzorka bila je 50 ȝL. Mikrocistin-LR je korišüen kao sta-
Tabela 1
Faktor odgovora detektora za mikrocistin-LR
x (ȝg/L) Yizm Yizraþ Yizrac-Yizm/Yizrac (Yizrac-Yizm/Yizrac) < 0,03 F = Yizm/X
10 000 13200 10242.00 -0,29 0,29 1320,0
20 000 25827 23588,00 -0,09 0,09 1291,0
50 000 64595 63150,00 -0,02 0,02 1291,0
100 000 114020 129400,00 0,12 0,12 1140,2




F – faktor odgovora detektora (yizm/x); yizraþ – površina pika izraþunata iz regresione jednaþine za odgovarajuüi standardni rastvor;
yizm – površina pika iz hromatograma odgovarajuüeg standardnog rastvora
Sl. 1 – Opšta struktura mikrocistina (MCYST); X i Z su
promenljive L-aminokiseline [kod mikrocistina-LR,
u = L-leucin (L), a Z = L-arginia (R)]
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ndard. Eluiranje je vršeno izokratski pri sastavu mobilne faze
0,1% rastvor TFA u metanolu : 0,1% vodeni rastvor TFA u
odnosu 60 : 40 (v/v). Detekcija PDA praüena je na 238 nm.
Takoÿe, detektor je pre poþetka merenja bio ukljuþen 60 mi-
nuta. Retenciona vremena i pikovi UV spektara su uporeÿeni
sa standardima, što je iskorišüeno za identifikaciju jedinjenja.
Pik mikrocistina-LR registrovan je posle 10 min (slika 2).
Sl. 2 – Hromatogram standarda mikrocistina-LR
Rezultati
Validacijom metode potvrÿena je linearnost metode sa
koeficijentom korelacije r > 0,995 (r = 0,9972) i odgovaraju-
üom jednaþinom y = 1323 u -2988. Za limit detekcije (LoD)
odreÿena je vrednost od 3,6 ȝg/L, a za limit kvantifikacije
(LoQ) 6,8 ȝg/L. Dobijene recovery vrednosti, za utvrÿivanje
taþnosti metode, bile su sliþne za sva tri ispitivana nivoa
koncentracija (za koncentraciju od 50 ȝg/L srednja vrednost
recovery je 89,89%; za koncentraciju od 100 ȝg/L srednja
vrednost recovery je 90,66% i za koncentraciju od 200 ȝg/L
srednja vrednost recovery je 93,99%). Preciznost metode je
potvrÿena dobijenim parametrom % RSD u vrednosti od
2,461 sa 95% granicom pouzdanosti od 2,057.
Kombinovana merna nesigurnost iznosila je 2 ȝg/L, a
proširena merna nesigurnost U = 2 u 2 = 4 ȝg/L, tj. 5%.
Analiza vode reke Ponjavice uraÿena je detaljno tokom
juna, jula, avgusta, septembra, oktobra i novembra 2008. go-
dine u Institutu za javno zdravlje Srbije „Dr Milan Jovanoviü
Batut”. Fiziþko-hemijski parametri kvaliteta vode pokazali
su da površinska voda Ponjavice sadrži visoku koncentraciju
rastvornih soli što se zakljuþuje iz podataka o elektroprovod-
ljivosti ovih voda, koja se kreüe od 900 do 2 000 ȝS/cm. Po-
datak o visokim koncentracijama kalcijumovih i magneziju-
movih soli hlorida, sulfata i hidrogenkarbonata bio je u sa-
glasnosti sa ovim vrednostima. Vrednost za pH (preko 8) i
alkalitet ukazali su da se radi o blagoalkalnim vodama. Po-
daci za mutnoüu i potrošnju kalijum permanganat (KMnO4)
pokazuju da se radi o vodi sa visokim sadržajem organskih
materija koje nastaju primarnom proizvodnjom, kao i usled
ljudske aktivnosti poput ribolova, navodnjavanja, ÿubrenja
okolnih njiva, bacanja otpada u samu vodu, itd. Visok sadr-
žaj azota je bio takoÿe evidentan, a þinjenica da je gotovo
sav azot bio u formi amonijaþnog jona, a manji deo u formi
nitrita i nitrata ukazao je na to da je reþ o redukcionoj vo-
denoj sredini, gde nije moguü prelazak amonijaþnog azota
u nitritni i nitratni oblik. Uoþena je visoka koncentracija ki-
seonika tokom letnjih meseci, koja je rezultat visoke kon-
centracije hlorofila, a koja je detektovana tokom istog peri-
oda. Iako je koncentracija kiseonika bila visoka, pretposta-
vlja se da visoka temperatura vode (preko 30°C) i organsko
optereüenje, ne dozvoljavaju oksidaciju jona amonijuma.
Koncentracije rastvornog fosfora bile su niske u periodu
kad su vršena merenja, dok su koncentracije organski veza-
nog fosfora bile izrazito visoke. Uzrok ovakvog stanja su
cijanobakterije i drugi fitoplanktoni koji fiksiraju fosfor i
koriste ga za svoj razvoj.
Visoke vrednosti hlorofila i dobijene vrednosti fiziþko-
hemijskih parametara ispitivanja vode pokazuju da je reka
Ponjavica veoma eutrofna voda, što predstavlja idealne uslo-
ve za razvoj cijanobakterija.
U tabeli 2 date su koncentracije mikrocistina-LR izme-
rene u uzorcima vode tokom perioda ispitivanja. Razlike u
koncentracijama mikrocistina-LR sa razliþitih lokaliteta za
ispitivane mesece nisu bile izražene, ali je konstatovano po-
veüanje sadržaja mikrocistina-LR za period od juna do sep-
tembra kada dostiže maksimum na svim ispitivanim lokaci-
jama, da bi nakon toga usledio pad u koncentraciji mikrocis-
tina. Uoþeno je da su tokom juna i novembra koncentracije
mikrocistina-LR bile ispod granice detekcije, a tokom avgu-
sta i septembra koncentracija je prelazila maksimalnu doz-
voljenu koncentraciju za pijaüu vodu (1 ȝg/L) koju propisuje
Svetska zdravstvena organizacija.
Diskusija
Ograniþenost vodenih resursa i sve veüa potreba ljudi
za kvalitetnom vodom predstavlja veliki globalni problem.
Poznato je da su koliþine podzemnih voda ograniþene, tako
da stanovništvo svoje potrebe zadovoljava prvenstveno kori-
šüenjem površinskih vodenih resursa. Iz tog razloga briga o
kvalitetu površinskih voda, a time i o zdravstvenom stanju
Tabela 2
Vrednosti koncentracija mikrocistina-LR u vodi za period jun-novembar 2008. godine
Mikrocistin LR (ȝg/L)Mesec Lokacija 1 Lokacija 2 Lokacija 3 Lokacija 4
Jun < 0,1 < 0,1 < 0,1 < 0,1
Jul 0,5 0,6 0,5 0,5
Avgust 1,1 1,0 1,3 0,9
Septembar 1,1 1,5 1,5 1,2
Oktobar 0,3 0,3 0,2 < 0,1
Novembar < 0,1 < 0,1 < 0,1 < 0,1
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korisnika vode, dobija na sve veüem znaþaju kako u svetu
tako i kod nas. Može se reüi da su površinske vode, kao deo
životne sredine, pod velikim uticajem ljudskih aktivnosti
koje negativno utiþu na životnu sredinu. Takve aktivnosti su,
pored prirodnih procesa, glavni uzroþnik poveüanja sadržaja
nutrijenata fosfora i azota u površinskim vodama, što uz os-
tale faktore, dovodi do eutrofikacije površinskih voda i nji-
hovog zagaÿenja. Cijanobakterije zauzimaju važno mesto u
takvim vodama, s obzirom na to da proizvode veoma toksiþ-
ne mikrocistine.
Poslednjih godina rasvetljeni su razlozi pojavljivanja
brojnih cijanobakterija u površinskim vodama, okarakterisani
su novi toksini cijanobakterija, a pored toga mnogobrojna
istraživanja su olakšala razumevanje mehanizma toksiþnog
dejstva cijanobakterija na životinje i ljude. Treba istaüi da je
kontrola cijanobakterija i toksina koje one proizvede razvije-
ne u svetu, što nije sluþaj sa našom zemljom, iako je za odre-
ÿene površinske vode karakteristiþan problem eutrofikacije.
U ovom radu je modifikovan postupak pripreme uzorka
i definisani su uslovi za odreÿivanje mikrocistina-LR meto-
dom HPLC sa PDA detektorom. U odnosu na prethodne po-
stupke pripreme uzoraka 13 u kojima se koriste kolone C18, u
postupku pripreme datom u ovom radu dodatno se uvodi i
primena Sep-Pak silikonskih kolona. Za kvantifikaciju, kao
što propisuje i ISO 2005 14 korišüena je HPLC/PDA metoda
pri þemu su definisani optimalni uslovi merenja. Dobijeni
parametri validacije ukazuju na to da je postavljena metoda
precizna, taþna i osetljiva, sa mernom nesigurnošüu ± 5%.
Metoda se, takoÿe, pokazala jednostavnom i brzom za izvo-
ÿenje. U poreÿenju sa nedavnim ispitivanjima 15 postignut je
bolji prinos i % RSD, iako je osetljivost bila manja i vrednost
limita detekcije viša.
Park prirode Ponjavica izložen je prirodnim procesima i
ljudskim aktinostima i, prema veü objavljenim podacima, svr-
stava se u ugroženija podruþja. Dugogodišnja nebriga dovela
je do toga da reka polako „odumire“ i tako ugrožava celokupni
živi svet povezan sa ovom rekom 11 te je prema ispitivanjima
Zavoda za zaštitu zdravlja Panþevo voda Ponjavice uvrštena u
IV kategoriju voda16. Ako uzmemo u obzir to da je Ponjavica
bila u II kategoriji voda, onda ovaj podatak treba svakako da
zabrine nadležne organe i alarmira na hitnu akciju.
Naši rezultati potvrÿuju hiperprodukciju koja dalje vodi
u veliko organsko optereüenje vode. Ovo sa sobom nosi
promenu pH vrednosti vode, poveüanje potrošnje kiseonika
kao i nastajanje štetnih produkata raspada organskih materi-
ja, što se odražava na živi svet u vodi.
Rezultati uzoraka vode reke Ponjavica pokazali su da je
vrednost mikrocistina-LR dostigla maksimum tokom avgusta
i septembra (oko 1,5 ȝg/L), što je iznad maksimalno dozvo-
ljene koncentracije koju propisuje Svetska zdravstvena orga-
nizacija za vodu za piüe (1 ȝg/L)1, s obzirom na nedostatak
regulative za druge vrste voda. Porast sadržaja mikrocistina-
LR u letnjim mesecima može se objasniti poveüanom produ-
kcijom Mikrocystis aeruginosa, dominantne vrste u letnjem
periodu, kada kvalitet vode pogoduje njenoj proliferaciji.
Tokom leta primeüeno je i prisustvo vodenog cveta u obliku
zelene skrame na površini vode, a nakon analize utvrÿeno je
da cvet þini Mikrocystis aeruginosa.
Mora se istaüi da je, na osnovu fiziþko-hemijskih oso-
bina vode i dominantnog prisustva Mikrocystis aeruginosa u
vodi, oþekivana viša koncentracija mikrocistina-LR kao gla-
vnog produkta ovih algi. Tako, u vodama sa sliþnim fiziþko-
hemijskim i biološkim karakteristikama naÿene su više kon-
centracije mikrocistina. U vodama Meiliang Bay u Kini, ko-
je, takoÿe, pripadaju grupi hipertrofnih jezera, koncentracije
mikrocistina-LR iznosile su oko 10 ȝg/L 17. Sliþni rezultati
dobijeni su analizom uzoraka vode iz jezera Aasee u Nemaþ-
koj koje, takoÿe, pripada grupi hipertrofnih jezera. Analize
su raÿene tokom septembra 2002. godine, a koncentracije
mikrocistina-LR bile su u intervalu od 0,6 do 18,3 ȝg/L 15.
Vrednosti koncentracije mikrocistina-LR dobijene u ovom
radu mogu se objasniti þinjenicom da mikrocistin-LR nije
stabilan molekul u vodi sa visokim sadržajem huminskih
suptanci, pri jakoj sunþevoj svetlosti i temperaturama vode
iznad 30ºC 18. Pretpostavlja se da je to uzrok degradacije mi-
krocistina-LR i pojave niže koncentracije u našim uzorcima.
Zakljuþak
U ovom radu je predložena metoda pripreme uzoraka
vode i odreÿivanje mikrocistina-LR HPLC/PDA metodom
koja se na osnovu dobijenih parametara validacije može pri-
hvatiti kao metoda pogodna za rutinsku analizu mikrocistina-
LR. Data metoda je primenjena za odreÿivanje mikrocistina-
LR u uzorcima vode reke Ponjavice, kao dela parka prirode
„Ponjavica“. Dobijeni rezultati pokazali su da se vrednosti
mikrocistina-LR, koje su dostigle maksimum tokom avgusta
i septembra (oko 1,5 ȝg/L), na osnovu podataka iz literature
mogu smatrati povišenim, ali ne i alarmantnim. No, neopho-
dno je nastaviti sa monitoringom mikrocistina-LR i preduzeti
odgovarajuüe mere u cilju oþuvanja bogatstva prirode ovog
kraja.
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